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固相萃取-高效液相色谱法测定化妆品中
苯甲酸和山梨酸
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摘 � 要: 化妆品样品用甲醇提取使苯甲酸及山梨酸溶于溶剂中,经离心分离,取上层清液,通过

反相 C18固相萃取小柱纯化。取其流出液经过滤和脱气后,用于高效液相色谱法分析。取20 �L 进

样,在 Hypersil C18反相色谱柱(柱温 30 � )上进行分离,所用流动相为甲醇与 0. 02 mol � L- 1乙酸

铵( 15+ 85)混合溶液,流量为 0. 8 mL � min- 1。采用紫外检测,检测波长为 221 nm, 测得苯甲酸和

山梨酸的检出限( 3S / N )分别为 0. 04, 0. 08 mg � L- 1。用 5 mg � L - 1的苯甲酸和山梨酸标准溶液

作精密度试验, 测得两者的相对标准偏差( n= 7)分别为 2. 8%及 2. 5% ,向实际样品中加上述两种

酸的标准溶液作回收试验,测得回收率在 85. 0%~ 106. 7%之间。
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Abstract: The cosmetic sample w as treated w ith methano l to disso lve benzoic acid and sorbic acid. A fter

centr ifug ation, the supernatant was pur ified by passing through the RP C18 SPE micr ocolumn. The eluent fr om the

co lumn, after filter ing and de-gassing , w as used for H PLC analysis. T weenty �L o f t he eluent w ere intr oduced into

the instr ument and separ ated on the Hyper sil C18 RP chromatog raphic co lumn ( co lumn temp. 30 � ) , using a mixed

so lution o f methano l and 0. 02 mol � L - 1 NH 4OAc so lution ( mix ed in the ratio o f 15+ 85) as mobile phase ( with

flow rate o f 0. 8 mL � min- 1 ) . UV detection at 221 nm w as adopted in the determination. Va lues of detection limits

( 3S/ N ) for benzo ic acid and sorbic acid was found to be 0. 04 mg � L - 1 and 0. 08 mg � L - 1 , r espectively. Precision

was tested by using 5 mg� L - 1 standa rd so lutions of t he 2 acids, g iving values o f RSD ( n= 7) 2. 8% ( fo r benzoic

acid) and 2. 5% ( fo r sorbic acid) . Recovery was tested by addit ion of standard solut ions of the 2 acids, giving

results of r ecover y in the range o f 85. 0% - 106. 7% .
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� � 苯甲酸( BA)和山梨酸( SA )是化妆品中常用的

防腐剂,其作用是防止化妆品在生产、使用和保存

收稿日期: 2010-08-06

基金项目: 成都理工大学引进人才基金( HM0027)

作者简介: 张信凤( 1983- ) ,男,福建永泰人,讲师,主要研究方
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过程中被微生物污染。山梨酸和苯甲酸在酸性条件

下具有较强的抗真菌性质[ 1] , 但是过量加入会造成

皮肤损伤,影响甚至危害消费者健康。因此,我国化

妆品卫生标准( GB 916- 87)规定山梨酸、苯甲酸使

用限量分别为 0. 5%和 0. 6%。

目前研究较多的是采用高效液相色谱法测定食
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品中防腐剂苯甲酸和山梨酸
[ 2-4]

; 对化妆品中苯甲

酸、山梨酸的分析,则少有报道。化妆品的主要成分

为油脂,用常规方法处理样品后 [ 2-7] , 残留的油脂较

多,对色谱柱的污染比较严重。固相萃取 ( SPE )是

一种微量样品处理技术[ 7] ,采用高效、高选择性的固

定相,具有能减少溶剂的用量,简化样品处理过程和

节约样品处理时间, 且能有效去除干扰杂质等优点。

本工作采用固相萃取-高效液相色谱法测定化妆品

中苯甲酸与山梨酸的含量。

1 � 试验部分

1. 1 � 仪器与试剂

SHIMADZU CLASS-VP 10AT 高效液相色谱

仪,反相 C18固相萃取小柱。

混合标准储备溶液: 称取 0. 100 0 g 苯甲酸和

山梨酸粉末, 用甲醇溶解并定容至 100 mL, 配成

1 000 mg � L- 1的混合标准储备溶液。

苯甲酸、山梨酸、乙酸铵为分析纯,甲醇为色谱

纯,试验用水为超纯水。

所有溶剂及溶液在测定前均经过 0. 45 �m 微

孔滤膜过滤及脱气。

1. 2 � 色谱条件
Hypersil C18反相色谱柱( 4. 6 mm � 150 mm,

10 �m) ,柱温 30 � ;流动相:甲醇-0. 02 mol � L- 1乙

酸铵( 15+ 85)混合溶液, 流量 0. 8 mL � min- 1 ;进样

量 20 �L, 检测波长 221 nm。

1. 3 � 试验方法
称取化妆品试样 0. 500 0 g 溶于 20 mL 甲醇

中,超声 15 min, 在 6 000 r � min- 1转速下离心

10 min, 取上清液经固相萃取小柱萃取, 经 0. 45 �m

微孔滤膜过滤后,取清液 20 �L 进样,按色谱条件进

行测定,以外标法定量。

2 � 结果与讨论

2. 1 � 样品预处理方法的选择
试验采用甲醇溶解样品, 超声离心后,取上清液

一份通过活化后的固相萃取小柱萃取, 一份不经固

相萃取小柱处理, 分别在色谱条件下进行分析。经

对比试验发现: 经固相萃取小柱处理后的样品溶液

澄清,不经固相萃取小柱处理的样品溶液呈浑浊状。

原因是由于样品经过固相萃取小柱后, 样品中的油

脂等有机残留物被吸附在萃取柱上,苯甲酸与山梨

酸在萃取柱上没有保留, 直接流出萃取柱,所以样品

处理效果好。试验中萃取柱经活化处理后可重复使

用, 虽然不能达到在线分析,但节省了样品前处理时

间和步骤。

2. 2 � 流动相组成的选择
试验对流动相中甲醇与 0. 02 mol � L - 1乙酸铵

溶液配比进行了考察。结果表明: 当甲醇和乙酸铵

溶液比例相近时, 苯甲酸和山梨酸保留时间相近,两

者不能分开; 当甲醇用量小时,分析物的保留时间加

长, 但山梨酸比苯甲酸更长, 从而改变两者的分离

度, 使其得以分开。综合考虑保留时间和分离效果,

选择甲醇与 0. 02 mol � L - 1
乙酸铵溶液以体积比 15

比 85混合为流动相较合适。

2. 3 � 流动相流量的选择

试验对流动相流量进行考察,结果表明:流动相

流量过小时, 分析时间较长; 流动相流量过大, 则分

离度减小。综合考虑分析时间和分离效果,试验选

择流量为 0. 8 mL �min- 1。

苯甲酸、山梨酸混合标准溶液的色谱图见图 1。

图 1 � 苯甲酸和山梨酸混合标准溶液色谱图

Fig. 1� C hromatogram of mixed s tandard solut ion of

benzoic acid and sorbic acid

2. 4 � 标准曲线和检出限

在优化的试验条件下, 对苯甲酸和山梨酸混合

标准溶液系列进行测定,所得苯甲酸、山梨酸的线性

范围、线性回归方程、相关系数及检出限( 3S/ N )见

表 1。对 5 mg � L- 1苯甲酸和山梨酸混合标准溶液平

行测定 7次,其相对标准偏差分别为2. 8%和 2. 5%。

表 1 � 线性范围、线性回归方程、相关系数及检出限
Tab. 1 � Lineari ty ranges, l inear regression equations, correlation

coefficients and detection l imits

组分
线性范围

�/ ( mg � L- 1)
线性回归方程 相关系数

检出限

�/ ( m g � L- 1)

苯甲酸 0. 1~ 100
A = 8. 55� 105�

+ 2 000
0. 997 8 0. 04

山梨酸 0. 2~ 200
A = 3. 48� 106�

+ 320
0. 999 2 0. 08
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2. 5 � 样品分析
按试验方法对膏状和液体状化妆品样品进行分

析,经萃取后,虽然膏状样品有其它杂质峰出现, 但

没有干扰苯甲酸和山梨酸的测定(图 2)。样品测定

结果见表 2。膏状与液体状化妆品样品中苯甲酸和

山梨酸的质量分数均小于 0. 35%, 符合我国化妆品

卫生标准规定。

图 2 � 膏状化妆品样品溶液的色谱图

Fig. 2 � Chromatogram of cr eamy cosmet ic s ample

同时在膏状、液体状化妆品样品中分别加入苯

甲酸和山梨酸标准溶液, 按试验方法进行加标回收

试验,结果见表 2。

表 2 � 样品中苯甲酸、山梨酸的测定结果
Tab. 2 � Results of det�n. of benzoic acid and sorbic acid in samples

样品 防腐剂
测定值

w / %

加入量

w / %

测得总量

w/ %

回收率

/ %

膏状Ⅰ 苯甲酸 0. 22 0. 20 0. 39 85. 0

山梨酸 0. 31 0. 30 0. 57 86. 7

膏状Ⅱ 苯甲酸 0. 15 0. 15 0. 29 93. 3

山梨酸 - 0. 10 0. 097 97. 0

液体状 苯甲酸 - 0. 10 0. 093 93. 0

山梨酸 0. 30 0. 30 0. 62 106. 7

� � 由表 2可知: 两者回收率在 85. 0% ~ 106. 7%

之间。

本工作通过用固相萃取法处理样品,建立了高

效液相色谱法测定化妆品中苯甲酸和山梨酸含量的

方法。与液-液萃取法相比, 方法具有快速、简便、易

于操作等优点,且能有效地去除化妆品中干扰杂质,

可用于化妆品样品中苯甲酸和山梨酸的测定。
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